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論文内容要旨
 シアル酸はノイラミ ン酸のアシル誘導体の総称で, 生体内の糖鎖の非還元末端に存在している。
 最近, 認識のシ グナ ル受容, 細胞の分化増殖, 癌化における シアル酸の多彩な役割が次第に明ら
 かとなり, また, 腫瘍関連抗原の解析が進むにつれ, エ ピトープに シア ル酸が存在することがわ
 か ってきた。 シアリダーゼは糖鎖の末端からこのシアル酸を除去する酵素で, これまで, ラット
 肝には基質特異性と局在を異にする3種のシアリダーゼ;すなわち, リソ ゾーム内性, 細胞質性,
 膜結合性 シア リ ダーゼが存在することが知 られていた。 この中で, 膜結合性シアリ ダーゼは,
 可溶化及び可溶化後の精製の困難さから, その同定が著 しく遅れていたが, 最近, ラッ ト脳顆粒
 画分か ら可溶化された膜結合性 シアリダーゼ活性は, AH 一セフ ァロースカ ラムで 1, Hの2ピ
 ーク に分かれて 溶出さ れ, この両 者は各種のク ロマ トの溶出動態 を異にするばかりでなく, 部分
 精製後の基質特異性も大きく異なり, 1はガングリオシ ドにほぼ特異的であるが, Hはガンダリ
 オシドの他に幅広 い基質を水解 していた。 しかし, この両者は酵素としての不安定さと含量の低
 さがら, 均質の酵素標品を得ることができず, 蛋白化学的な違いを明確にできなかった。 本研究
 は, これらの問題を解明する目的で始められた もので, 酵素の完全精製とは別の手段として, 主
 に免疫学的手法を用 いて, この2種類 の活性 ピーク が蛋白として真に異質の酵素 であるかどうか
 を調べた。 引き続き, 両者の細胞内局在, 活性変動の要因等についても調べた。
 まず, ラッ ト脳顆粒画分 シアリダーゼを, AH 一セファロースカラムにより1と皿 に分画 し, 各
 種クロマ トグラフィ 一によって精製 した。 この精製標品を別々に家兎に免疫してシアリダー ゼ1
 とHに対する抗血清を得た。 この抗血清について, 免疫沈降試験を行なった結果, 1とnは各々
 の抗血清と特異的に反応し, 全く交叉することがなく, このことから, 両者は異質の蛋白である
 と結論された。 両者は細胞内局在 も異なり, 詳細な脳の細胞下分画と抗血清の使用により, 1は
 形質膜に相当する シナプ トソームに, Hは シナプ トソ ームとリソ ゾーム膜に見いだされた。 また,
 これ らの抗血清は, 両シアリダーゼの 識別だけでなく, 分別定量にも有用 であ つた。
 次に, 脳で同定さ れた2種のシアリダーゼが他臓器にも r般に存在 しうるのか, また, その存
 在がいかなる生理的意義を有するのかを検討した。 まず, 脳以外の臓器として正常肝を調べた結
 果, この臓器にも1と且が存在すること, さ らに1は形質膜とリソ ゾーム膜に, nはりソゾーム
 膜に局在することがわか つた。 しかも, 1とH以外の膜結合性 シアリ ダーゼは有意のレベルには
 存在せず,脳の成果とあわせ, 1⇒形質膜、 H⇒ リソソLム膜という関係をほぼ樹立できた。 しかし, DAB
 で誘発 した原発性肝癌にはシアリダーゼn がなく, シアリダーゼ1のみが見いだされた。 このこ
 とから, 肝の癌化に伴う膜結合性ガングリオシ ドシアリダーゼ活性の低下の本態はHの選択的消
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 失であり, 癌化時には正常と全く異なった シアリ ダ一世動態をと っていることが明 らかとなった。
 以上のよう に, 病態により シアリ ダー ゼ動態が異なることか ら, 改めてシアリ ダーゼ1と形質
 膜機能との関連性が重要な問題となってきた。 この関連性を一層明らかにする目的で, 自由細胞
 である赤血球と腹腔マク ロフ ァー ジの形質膜酵素 の同定を抗血清を用 いて試みたところ, 赤血球
 膜には1のみが存在し, 腹腔マクロファージは BRM による活性化に伴い, 形質膜の1の活性が
 著しく 変化 しており, 予想通り, 形質膜に局在する シアリ ダー ゼはいずれも大 部分 シアリ ダーゼ
 1であった。 さらに, マクロファー ジについては, その活性化に伴いシァリ ダー ゼ1が特異に推
 移 し, その推移はアシアロ GM1 抗原の発現の原動力と考えても無理がないことな どの知見が 得
 られ, シアリダーゼ1が形質膜成分の修飾に関与する可能性が示唆された。 このように, シアリ
 ダーゼf は本質的に形質膜 酵素 であり, 形質膜機能と実際に どのように関わ っているか今後注目
 される。
 一方, シアリダーゼH は, 主と して, リソゾーム膜に局在しており, 幅広い基質特異性を有し
 ていた。 最近, この シアリダーゼnを思わせる酵素活性がシアリ ドシス患者で低下 していること
 が報告されており, われわれの報告とあわせ, リソゾーム内 シアリダーゼと協調 して, シアル酸
 結合物質の広汎な異化作用に従事しているものと推定される。
 さらに・ これら膜結合性シアリダーゼ L lは, 細胞質性及びリソゾーム内シアリダーゼとも
 免疫学的に厳密に区別されることにより, 今回作成した抗血清は、 各シアリダーゼの免疫学的な




 シアリダーゼは糖鎖の末端からシア ル酸を除去する酵素で, これま で, ラッ ト肝には基質特異
 性と局在を異にする3種の シアリダーゼ (すなわち, リソゾーム性, 細胞質性, 膜性 シアリダー
 ゼ) が存在することが知 られていた。 この中で, 膜性シアリダー ゼは, 可溶化及び可溶化後の精
 製の困難さから, その同定が著しく遅れていたが, 最近, ラッ ト脳顆粒画分から可溶化された膜
 性シアリダー ゼ活性は, AH一セファロースカラムで1, ∬の2 ピークに分れ, しかも1はガン
 グリオシ ドにほぼ特異的であるが, nはガングリオシ ドの他に幅広い基質を水解するな ど, 性質
 も両者間に大きな差があることがわかった。 しか し, この両者 は酵素と しての不安定さと含量の
 低さから均質の酵素標品を得ることができず, 蛋白化学的な違いを明確にできなかった。 本研究
 は, これらの問題を解明する目的で始められたもので, 酵素の完全精製とは別の手段と して, 主
 に免疫学的手法を用 いて, この2種類の活性 ピークが蛋白と して真に異質の酵素であるかどうか
 を調べた。 また, 引き続き, 両者の細胞内局在, 活性変動の要因等についても調べた。 まず, ラッ
 ト脳顆粒画分 シアリダー ゼを, AH一セファロースカラムにより1と nに分画 し, 各種クロマト
 グラフィーによって精製 した。 この精製標品を別々 に家兎に免疫 して得た抗血清について, 沈降
 試験を行った結果, 1と∬は各々の抗血清と特異的に反応 し, 全く交叉することがなく, このこ
 とか ら両者 は異質の蛋白であると結論された。 両者 は細胞内局在 も異なり, 詳細 な細胞下分画と
 抗血清の使用により, 1は形質膜に相当するシナプトソームに, II は主にリソゾーム膜に見い出
 された。 また, この両者は正常肝にも存在 し, さらに1は主に形質膜に, II はりソゾーム膜に局
 在し, 以上の結果より, 1→形質膜, H→リソゾーム膜という関係をほぼ樹立できた。 しか し,
 DAB誘発肝癌にはシアリダー ゼHがなく, シアリダーゼ1のみが見い出され, 癌化 に伴い II が選
 択的に消失 していた。 さらに赤血球膜には1のみが存在 し, 腹腔マクロファー ジで はBRMによ
 る刺激に伴い, 形質膜の1の活性が著しく 変化 した。 このように, シアリダーゼ1 は本質的に形
 質膜酵素であり, 形質膜成分の修飾に関与する可能性 も示唆されており, 形質膜機能と実際にど
 のように関わっているか今後注目される。 一方, シアリダー ゼHは, 主にリソゾーム膜に局在 し,
 幅広 い基質特異性を有 していることか ら, さきに報告さ れたリソ ゾー ム性シアリダーゼと リソゾー
 ムの異化機能を分担 しているものと考え られる。 以上のように, 作製 した抗血清 は各 シアリダー
 ゼの免疫学的な識別を可能に し, 細胞内局在及 び組織分布, 活性異化等の分別定量にも有効であ
 り, 両酵素の生理機能の推察を可能にした。 以上の知見はこれまでに報告がない。 本論文 は細胞
 膜糖鎖を調節する膜性 シアリ ダー ぜに関す る独創的な論文であ り, 学位 に値する。
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